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NEFA；nonesterified fatty acid 
OGTT；Oral Glucose Tolerance Test 
PPAR；peroxisome proliferator-activated receptor 
RT-PCR；Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction 
RQ；respiratory quotient 














































































































Figure 1.　The combination of diet and medicine, or  diet and functional food  
improved elevation of  fasting blood glucose level induced by high fat diet in 































fructose-1,6-bisphosphatase (FBP) [18] 、 glucose-6-phosphatase (G6P) [19] 、
















in vitroおよび in vivoでサラシア中に含まれる空腹時血糖値降下作用を有する機能性成分
の検討を行い、空腹時に肝臓から放出が抑制された糖の代謝経路を明らかにするために、































Sri Lanka.)  G.A.S. Premakumara博士が鑑定を行った。サラシアの幹粉砕物12gを純水
1.5 L を用いて 2 時間煮沸し、温時濾別後、遠心分離により得られた上清を、サラシア幹
熱水抽出液（SRE）とした。SRE を凍結乾燥して得られた凍結乾燥物を、サラシア幹熱





＝32.3％、425kcal/100g）を摂取させた。先ず、糖尿病初期での SRE 投与を想定して 5
週令からの4週間、SRE (SRED 0.45 mg/ml) を飲水として投与した。マウスの1日の飲



















Table 1.  Effects of SRE and KW on fasting blood glucose levels 
in KK-Ay mice.
C, control (distilled water); SRE, aqueous extract of Salacia reticulata
stem; KW, aqueous extract of Kuwa tea. Data are means ± SD; n =5　
in each group. ＊＜0.05 vs.the control group.
C
SRE





















現場では第 1 選択薬として、 SU 剤と併用また単用で広くに用いられている[30]。 投与




Table 2. Effects of SRE, KW and MF on fasting blood glucose levels 
in KK-Ay mice.
C, control (distilled water); SRE, aqueous extract of Salacia reticulata
stem; KW, aqueous extract of Kuwa tea; MF, Metformin.  Data are 



























投与開始後 1 週間目の空腹時血糖値は、KW 群とMF 群がC 群に比べ降下傾向を示し











DNA マイクロアレイを用いて 2 型糖尿病モデルマウスの肝臓の遺伝子発現量に及ぼす
SRE の影響を解析した。SRE を飲水として 4 週間投与した後 (SRED として約 126 
mg)、肝臓を採取し、tatal RNAを抽出した。SREとコントロール（純水投与）各 6々匹








Figure 2.  Hierarchical clustering analysis of hepatic gene expression. All 
experiments and analyses were performed according to protocol for
GeneChip microarray analysis system (Affymetrix). Red color represents 
expression level above mean expression of a gene across all sample, black 
color represents mean expression, and green color represents expression 
lower than the mean. A: the gene expression of C57BL/6J mice treated 
with distilled water. B: the gene expression of KK-Ay mice treated with 






)..   
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DNAマイクロアレイはAffymetrix社のGeneChhipを用いた。「Affymetrix Microarray 
Suite 5.0」を用いた解析の後、「SpotFire DecisionSite7.1 Function Genome Programe」




を自由摂取させた。B、C は8 週齢からの4 週間、高脂肪食を自由摂取させたKK-Aｙマ
ウスの肝臓の遺伝子である。B はSRE を、C は純水を飲水として各々投与した。B とC
の遺伝子発現パターンは顕著に異なっており、SREの投与はコントロールに比べ多くの遺
伝子の遺伝子発現量を増減させた。また、Bの遺伝子発現パターンはCに比べ、Aの遺伝








(69) 、「 Energy 」 (118) 、











(M32599_M_st)」と「phosphoglycerate mutase」が1/2倍以下、「glutamate oxaloacetate 
transaminase 1, soluble」が 2 倍以上変動していた。「TCA-cycle」では「pyruvate 
dehydrogenase kinase-like protein」が2倍 以上変動していた。 特に、SREは糖新生
の律速酵素である fractose-1,6-bisphosphatase (FBP)とglucose-6-phosphatase (G6P)の
















 Table 4. Gene expression of the hepatic glucose metabolism in KK-Ay 















































e 3. RT-PCR analysis of liver FBP and G6P from KK-Ay mice treated 
with an aqueous extract of Salacia reticulata (SRE) stem or distilled water 
(Control). Mice were treated with SRE for 4 weeks, and total RNA samples 
were processed for reverse transcription. The PCR products were
electrophoresed on a 1.5% agarose gel and stained with ethidium bromide 
(A). The mRNA levels were normalized to GAPDH mRNA level in each 
sample (B). Results represent means ± SD derived from 3 independent 
experiments, each experiment carried out in 6 mice. Photographs show the 




RT-PCR法の結果、SREはphosphoenolpyruvate carbxykinase (PEPCK)とpyruvate 
















ノールが同定されている[14, 15] 。SRE による空腹時血糖値降下作用は顕著であったが、
その作用機構としては、α-グルコシダーゼ阻害作用以外の可能性が考えられた。 







現量に影響を与えた。特にSRE は、糖新生の律速酵素であるFBP とG6P の遺伝子発現




















Figure 4.  SRE down regulates the mRNA of FBP which is rate-limiting 












討を行った[25]。実験は、in vitroおよび in vivoで行った。in vitroの実験は、マウス培養





SREは in vivoにおいて、FBP mRNA量を有意に減少させたことから、マウス培養肝
細胞株 IMH2 を用いてSRE によるFBP 遺伝子発現量の調節機構を検討した。 in vitro
の実験には、SREを凍結乾燥して得られた凍結乾燥物SRED（SRED 0.45 mg／SRE 1ml）















Figure 5.  Freeze-dried aqueous 
extract from the Salacia reticulata
(SRED) stem reduces  the growth 
rate of IMH2 cells, as determined 
by the MTT assay. IMH2 cells 
were cultured in ASF medium 
containing various concentrations 
of SRED. SRED does not 
significantly alter the viability of 
IMH2 cells until reaching a 
concentration of 1 μg/ml.  *P < 




後、RT-PCR 法でFBP ｍRNA 量を測定した。その結果、SRED はコントロール（溶媒












Figure 6.  Effects of SRED on FBP 
mRNA level in IMH2 cells. RT-PCR 
analysis of FBP from IMH2 cells 
treated with SRED (SRED) or the 
DMSO (Control). The PCR products 
were electrophoresed on a 1.5%
agarose gel and stained with ethidium
bromide(A). mRNA levels were 
normalized to GAPDH mRNA level in 
each sample (B). Results represent 
means ± SD derived from three 
independent experiments, each 
experiment carried out in culture wells 
or dishes. Photographs show a typical 
data of these experiments. *P < 0.05
























Figure 7.  Cell viability destabilization 
of FBP mRNA in SRED-treated IMH2 
cells. IMH2 cells were pre-treated with
actinomycin D (Act D, 2.5 μg/ml) or
cycloheximide (CHX, 5 μg/ml) for 1 h, 
then subsequently treated for 4 h with 
SRED (final concentration of 1 μg/ml). 
Cells were also cultured with vehicle 
only (Control) or treated with SRED 
only. The PCR products were
electrophoresed on a 1.5% agarose gel 
and stained with ethidium bromide (A). 
The FBP mRNA levels were normalized 
to the GAPDH mRNA level in each 
sample (B). Results represent means ±
SD derived from 3 independent 
experiments, each experiment carried 






































 Figure 8. The compounds from the roots and stems of Salacia reticulata. 
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MGはCに比べFBP mRNA量を約1/4に減少させた（Fig. 9）。 
Figure 9. The effect of mangiferin
FBP mRNA levels in IMH2 cells. I
cells were treated with DMSO (Contr
(-)-epicatechin (EC), (-)-epigalocate
(EG) or mangiferin (MG) for 4 h. E
EG and MG were each used at a 
concentration of 1 × 10–10 M. The PCR 
products were electrophoresed on a 1.
agarose gel and stained with ethidium
bromide (A). The mRNA levels wer
normalized to the GAPDH mRNA l
in each sample (B). Results represent
means ± SD derived from 3 independent
experiments, each experiment carrie
in 4 culture dishes. Photographs show
typical data of these experiments. *













0.05 vs. vehicle-treated cells.
次に、1×10-12 M～1×10-9 M濃度のMGをIMH2に作用させてFBP ｍRNA量を解析し











Figure 10. FBP mRNA levels of 
IMH cells treated with various 
concentrations (1 × 10–12 M~1 ×
10–9 M) of mangiferin for 4 h. 
Results represent means ± SD 
derived from 3 independent 
experiments, each experiment 
carried out in 4 culture dishes. 
*P < 0.05 vs. vehicle-treated 
cells.
 
第 3 節 2 型糖尿病モデルマウスにおける空腹時血糖値降下作用を有する機能性成分の検
討 
 
In vitroの実験において、mangiferin (MG) がSRE中に含まれる空腹時血糖値降下作
用を有する機能性成分の一つである可能性が考えられたことから、in vivo において MG
の空腹時血糖値降下作用を確認した。実験は、2 型糖尿病モデルマウスである KK-Aｙマ
ウスを用いた。 
5 週令の雄性KK-Aｙマウスに、高脂肪食（クイック・ファット）を 5 週間摂取させ、
糖尿病を発症させた後、MG を投与した。MG の投与量は、SRE 中に含まれるMG の含
有量から換算して、1日にマウス体重1kgに対して5 mg (MG5群)、または25 mg (MG25
群) とし、MGを純水に溶解し飲水として投与した。コントロール (C )としては純水を投
与した。MGは、飼料摂取量および体重増加量に影響を及ぼさなかった（data not shown）。 
MGの投与を開始して2日目と、5日目に空腹時血糖値を測定した。投与2日目の空腹
時血糖値は、MG5、MG25 ともにCに比べ有意に降下していた。投与5日目の空腹時血
糖値はMG5、MG25 ともに降下が認められ、MG5 はC に比べ空腹時血糖値が有意に降
 21 







































投与した後、肝臓の total RNA を抽出し、RT-PCR 法に供した。 MG5 群、MG25 群と











Figure 12.  Effects of mangiferin on 
the mRNA levels of FBP in KK-Ay 
mice liver. KTE, aqueous extract 
from stems of Kothala himbutu; 
MG5, mangifemin 5 mg/body 
weight(kg) day MG 25, mangiferin 
25 mg/body weight(kg) day. 
Data are means ± SD; n = 4 in each 
group.  
Figure 11. Mangiferin reduced 
fasting glucose levels in KK-Ay 
mice. C, control (distilled water); 
MG5, mangiferin 5 mg/body 
weight(kg) day MG 25, mangiferin 
25 mg/body weight(kg) day. Data 
are means ± SD; n =4 in each group.


































本章では、SRE による血糖値調節機構を解析するために、in vitro においてFBP 遺伝
子発現量の調節機構の解明と、in vitro および in vivoにおいてSRE中に含まれる空腹時
血糖値降下作用を有する機能性成分の検討を行った。 
ビタミンAや甲状腺ホルモンなどの栄養素や生理活性物質が消化吸収後直接肝臓に作用
し、遺伝子発現量に影響を及ぼすのに要する時間は、およそ 4 時間と推定されている[36, 
37]。 SRE凍結乾燥物（SRED）は培養肝細胞（IMH2）に作用後4時間でFBP mRNA




ることが報告されている [38, 39]。 SREDがFBP mRNAの転写調節に関与するか、ま
たは転写後調節に関与するかを検討するために、RNA 合成阻害剤であるアクチノマイシ
ンD（Act D）とたんぱく質合成阻害剤であるシクロヘキシミド（CHX）を用いて検討を
行った。 Mano et al.は、Act D および CHX を用いて、甲状腺ホルモンが肝臓の
9-cis-retinoic receptors (RXRs) mRNAの制御において、転写レベルでRXRβを、転写後
調節レベルでRXRγを制御することを明らかにしている[36]。本実験で、Act DはSRED
とともにFBP mRNA量を減少させ、その一方でCHXはSREDによるFBP mRNA量
の減少作用を抑制した。これにより、SRE がFBP ｍRNA の不安定化（分解）を促進し
ている可能性が高いと考えた。SREによるFBP遺伝子発現調節機構のより詳細なメカニ
 23 
ズムを解明するためには、今後FBP mRNA の半減期やRnase 活性の測定などが考えら
れる[40, 41]。 
次に、培養肝細胞株 IMH2 を用いて、SRE 中に含まれる空腹時血糖値降下作用を有す
る機能性成分の検討を行った。サラシアの根皮や樹皮からはサラシノールやコタラノール、















を有意に減少させた。 また、 MGは濃度依存的にFBP ｍRNA量を減少させた。 
次に、2型糖尿病モデルマウスであるKK-Aｙマウスを用いてMGの空腹時血糖値降下
作用を検討した結果、MGはマウスの空腹時血糖値を有意に降下させることが確認できた。
in vitroおよび in vivoの結果から、MGがSRE中に含まれる空腹時血糖値降下作用を有
する機能性成分の一つである可能性が考えれれた。 
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Yoshimi et al. は、MGがKK-Aｙマウスを用いた単回投与試験において、血糖値およ
び血中インスリン濃度を降下させ、その作用は対照として用いた糖尿病治療薬のトルブタ
ミド(SU剤)より顕著であったと報告しており[49]、Muruganandan et al. はMGがスト
レプトゾトシン誘発性の糖尿病ラットにおいて血糖値調節作用を示すこと[48]を報告して
いる。しかし、MG による血糖値調節作用の作用機構については明らかになっていない。









Figure 13.  Mangiferin modulates FBP mRNA destability in hepatocyte.






































































Figure 14.  Effects of the freeze-dried aqueous extract of  Salacia reticulata
(SRED) on whole-body oxygen consumption (VO2) (A) and respiratory 
quotient (RQ) (B) were measured by indirect calorimetry. Values are means 









（摂食時）が約 1.0 で、明期（空腹時）が約 0.7 であった。一方、N+SRED群のRQは摂





VO2促進作用は普通食摂取時より顕著であった（Fig. 15, A）。 
 
Figure 15.  Effects of the freeze-dried aqueous extract of  Salacia 
reticulata (SRED) on whole-body oxygen consumption (VO2) (A) and 
respiratory quotient (RQ) (B) were measured by indirect calorimetry. 
Values are means ± SE, n =3. *The HF +  SRED group differed (p <






















の摂取によりHF (7.33 ± 1.96) がN (5.16 ± 1.46)に比べ有意に増加していた。また、
N+SRED (2.17 ± 0.93) の体重増加量はN比べ約1/2に、HF+SRED (3.43 ± 1.10) の体重














肪食の摂取により、N (1.59 ± 0.18) に比べ HF (3.99 ± 0.70)が有意に増加していた。 
N+SRED (0.65 ± 0.12) およびHF+SRED (1.20 ± 0.27)の睾丸周囲白色脂肪組織重量はN
 29 
およびHF に比べ、約 1/2 および約 1/3 以下に減少していた。 SRED は高脂肪食におい
て、睾丸周囲白色脂肪組織重量を有意に減少させた。（Table 5）。 腎周囲白色脂肪組織重
量は、高脂肪食の摂取により、N (0.40 ± 0.12) に比べHF (1.68 ± 0.37)が有意に増加して

















取により、HF が N に比べ有意に増加していた。 しかし、 N と N+SRED 、HF と
HF+SREDではともに有意差はなかった（Table 6）。血中インスリン濃度は高脂肪食の摂
取により、HF (1722.3 ± 505.3) がN (298.3 ± 81.1) に比べ有意に増加していた。Nと
N+SRED (290.2 ±72.2)では有意差はなかったが、 HF+SRED (815.3 ± 197.1) の血中イ
ンスリン濃度は HF に比べ約 1/2 に降下していた。 SRED はマウスにおいて高脂肪食に
 30 
















Figure 16. Effect of SRED on adipocyte size. A: Micrographs of 
interscapular BAT adipose cells. The cells were stained with oil
red O. The scale bars indicate 100 μm. B: Average size of the 
adipocytes (n = 100) from the interscapular BAT of C57BL/6J 
mice on the N diet, N+SRED diet, HF diet, or HF+SRED diet. 
Data are expressed as means ± SD; n = 7. Data with different 
superscript letters are considered to be significantly different













Fig. 17 に、各群の白色脂肪組織の写真と細胞直径の測定結果を示した。HF（157.2 ± 
20.9）の脂肪細胞の直径は、N (80.3 ± 8.8) に比べ有意に大きかった。また、N+SRED (40.3 













 Figure 17. Effect of SRED on adipocyte size. A: Micrographs of 
epididymal WAT adipose cells. The cells were stained with oil 
red O. Scale bars indicate 100 μm. B: Average size of the 
adipocytes (n = 100) from the epididymal WAT of C57BL/6J 
mice on the N diet, N+SRED diet, HF diet, or SR+KTED diet. 
Data are expressed as means ± SD; n = 7. Data with different 
superscript letters are considered to be significantly different by 













C57BL/6J マウスに SRE を飲水として 3 週間投与し、DNA マイクロアレイを用いて
肝臓の糖代謝に関与する遺伝子の発現量を解析した結果、「Affymetrix Microarray Suite 
5.0」の「algorithm」による判定で、SRE は糖新生律速酵素の FBP と G6P の遺伝子発
現量を減少させ、同時に解糖の律速酵素である phosphofructokinase とTCA 回路の酵素
である isocitrte dehydrogenaseとsuccinyl-CoA synthetaseの遺伝子発現量を増加させた。
また、SREはグリコーゲン合成を促進する酵素であるglycogen synthaseの遺伝子発現量
を減少させ、一方で UDP glucose からグルクロン酸への代謝に関与するる酵素である












Figure 18.　The result of DNA microarray analysis in C57BL/6J mice liver










Ohnuki et al. は、カプサイシンやカプシエイトなどの成分がStd ddYマウスにおいてカ
テコールアミンの放出を促進させて、VO2を増加させたと報告している[55]。また、Murase 










proteins (UCPs) の遺伝子発現制御に及ぼす影響が着目されている[59]。Klaus et al. は、
緑茶に含まれる epigallocatechin gallate が食事誘導性の肥満マウスにおいて内臓脂肪の
蓄積を抑制し、肝臓の UCP2 mRNA 量を増加させたと報告している [60]。また、
Srivastava et al. は、LDL 欠損マウスにおいて peroxisome proliferator-activated 
 34 
receptor α (PPARα) のリガンドである高脂血症治療薬であるフェノフィブラートが肝臓
の UCP2 ｍRNA 量の増加を介して体重増加量を減少させたと報告している[61]。 SRE
は、C57BL/6Jマウスにおいて肝臓のUCP2遺伝子発現量を減少させた [54]。 これによ
り、SRED による内臓脂肪の蓄積抑制作用は UCP2 の遺伝子発現調節を介している可能
性は低いと考えたが、詳しい作用機構については今後の検討課題である。 








































































 Figure 19. SRE may reduces gluconeogenesis, and it may promotes 
glycolysis. As a results of which SRE improved elevation of fasting 













第 4 章 DNA マイクロアレイを用いたサラシア幹抽出液のゲノミクス
（genomics）食品安全性評価 
 















て C57BL/6J マウスを用いて実験を行った。 5 週令の雄性 C57BL/6J マウスに SRE



















SRE の投与を開始して 2 週間目に、経口糖負荷試験（Oral Glucose Tolerance Test, 
OGTT）を実施した。OGTT試験は16時間の絶食後に行った。マウスにSREと純水（コ










Figure 20.   Influence of SRE on 
the blood glucose levels during the 
oral glucose tolerance test (OGTT). 
OGTT was performed on 
C57BL/6J mice administered with 
SRE or distilled water for drinking 
for 4 weeks. After 16 h of fasting, 
glucose (2 g/kg) was administered 
orally. Before administering 
glucose, the control mice were 
administered 200 μL of distilled 
water and the SRE treated mice 
were administered 200 μL of SRE. 
Each point represents the mean ±













SREを3週間投与した後、肝臓の tatal RNAを抽出し、SREとコントロール各 6々匹
分の total RNA を混和し、DNA マイクロアレイ解析に供した。DNA マイクロアレイは
Affymetrix社のGeneChhipを用いた。 




「inflammatory/immune response」(110)、「metabolism」(xenobiotic, glutathione, 
carbohydrate, lipid, catecholamine, etc.) (1403)、「angiogenesis」(59)、「transport」(814)、





と変動した遺伝子の数を用いて｢National Institute of Allergy and Infections Disese｣   
（NIAID）の「Database for Annotation, Visualization, an Integrated Discovery 
(DAVID)」[68]を用いて「Expressio analysis systemic explorer (EASE)」(Fisher Exact 














った (Table 10)。 次に、GSTについて解析した結果、今回検出された遺伝子は20個で、
コントロールと SRE の両方で｢Present｣と判定された遺伝子は 18 個であった。 
「SRE/Control Ratio」が2倍以上の遺伝子はGstm2、Gsta4、Gstm5、Gstt1、Gsta2、



























Table 8.  Gene expression in C57BL/6J mice treated with SRE 
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Table 9. The gene expression of the oncogenes and anti-oncogenes.




























































































  Table 10. The gene expression of the cytochrome p450 enzymes




































































































































































DNA マイクロアレイ解析の結果、SRE は EASE（DAVID）による統計解析で、
「transcription」、「cell function」、「inflammatory/immune response」、「metabolism」
(xenobiotic, glutathione, carbohydrate, lipid, catecholamine, etc.)、「angiogenesis」、
「transport」、「stress response」、「ribosomal proteins 」、「others」、「unknown」のカ
テゴリーに分類される遺伝子の遺伝子発現量に有意な影響を及ぼさなかった。加えてSRE
は、「alk」、「cyclin D1」、「erbA/ear」、「erB」、「fos」、「jun」、「myc」、「ras」、「src」を含




関与する CYP の数は 50 以上といわれているが、その中で、CYP1A2、 CYP2C9、 
CYP2C19、CYP2D6、CYP2E1、CYP3A4の6種類が薬物代謝の90％以上に関与すると
いわれている[76]。その中でもCYP3A4とCYP２D6が最も多く薬物代謝に関与している
ことが報告されている[77]。SRE の投与はヒトの CYP1A2、CYP2E1、CYP3A4 に相当
するマウス遺伝子の遺伝子発現量に影響を及ぼさなかった。また、ヒトの CYP2C9、
CYP2C19、CYP2D6に相当するマウスの遺伝子は今回検出されなかった。SREの投与に






























































































3.  SRE中に含まれるポリフェノール類の一種であるmangiferinは、in vitroにおいて
FBP mRNA量を濃度依存的に減少させ、in vivoにおいて2型糖尿病モデルマウスの
空腹時血糖値を有意に降下させた。このことから、SRE中に含まれる空腹時血糖値降














6.  正常モデルマウスにおけるゲノミクス (genomisc) 食品安全性評価の結果、SREは


























































スリランカ産業技術研究所ハーブ技術部門 （Herbal Technology Section, 







とした。SREを凍結乾燥（Freeze Dryer System, Labconco, Kansan City, MO, 
USA）して得られた凍結乾燥物をサラシア幹熱水抽出液凍結乾燥物（SRED）






























Figure 22.  Identification of Salacia reticulata.The plants was 
dentified by Dr. G.A.S. Premakumara, Herbal Technology Section, 



























Salacia reticulata (dried stems)
　　　　　　　12 ｇ
bolded with water of 1.5 L for 2 h     
residue extract
centrifuged for 10 min at 3000×ｇ
residue supernatant （SRE）
SRE dry matter （SRED）
　freeze-dried using 
　a freeze dryer 
SRED 0.45 mg /SRE 1ml  
 





























・ 塩酸メトホルミン（1,1-Dimethylbiguanide hydrochloride）(SIGMA社製) 












TRIZOL Reagent、 Super ScriptTM ⅡRNase H－ Revers Transcriptase、DNase
はinvitrogen社製を、 Diethyl pyrocarbonate、Tris、EDTAはSIGMA社製を使用し
た。 Ex Tagポリメラーゼ、Oligo (dT)、λ-EcoT141 digest、Φ×174 Hae Ⅲ digest、 
Agarose LO3 はタカラバイオ株式会社製を使用した。dNTP Sequencing Greade 




DNAマイクロアレイはAffymetrix 社製のGeneChip Murine Genome U74A ア
レイ[82]を購入した。 実験操作は、Invitrogen社製 Life Technologies Super Script 
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Choice System (18090-019)、Affymetrix 社製 GeneChip Sample Cleanup Module、
Affymetrix 社製 Enzo Bio Array High Yield RNA Transcript Labelling Kitを用い
た。 
 
②  total RNAの抽出 
total RNAの抽出は「manufactureer’s instructions」に従って行った。4週間の飼
育終了後にマウスを12時間絶食させ、頚椎脱臼法にて屠殺後、肝臓を摘出した。0.05 
gの肝臓を秤量後2.0 ml Microcentrifuge Tubeに採りTRIZOL Reagent 750 μlとと
もにホモゲナイズ（マイクロテック･ニチオン PHYSCOTRON NS－350D (株)）し
た。 各サンプルは、液体窒素で速やかに凍結し、実験時まで－80 ℃（ SANYO 
URTRO LOW MDF－382）で保存した。total RNAの抽出は、TRIZOL Reagent 750 
μlを追加し、タンパク質を変性後、TRIZOL Reagent 試薬の5分の1容のクロロホ
ルムで抽出し、水層を1容の2-プロパノールで沈殿させた。 沈殿物を70 ％ エタノ
ール で3回洗浄後、70％ エタノールを取り除きDEPC (Diethyl pyrocarbonate)処
理滅菌水に溶解した。total RNA 抽出液を UV (260 nm) 測定（UV－VIS 
SPECTROPHOTOM ETER UV mini 1240 SHIMAZU）し、RNA濃度を求めた
後DEPC処理滅菌水を用いて1 μg/μlに調整した。 
 
③  DNAマイクロアレイ解析 
   実験は、Affymetrix社の「Protocol for GeneChip Expression Analysis」に従って行 
った。6匹のマウスの肝臓から抽出した同量の total RNAを混和し、RNA量として 




染色を施し、画像をAffymetrix社の「Microarray Suite 5.0 software」を用いて解析し 
た。Hierarchical clustering 解析は、｢SpotFire DecisionSite7.1 Function Genome  
Programe｣を用いた。 
 
④  RT-PCR法 
  total RNA抽出液中に含まれているDNAを除去するため、DNase処理を行った。 
次に、total RNA抽出液1 μgをOligo (dT) 及び逆転写酵素（Super ScriptTⅡRNase H 
－ Revers Transcriptase）で逆転写酵素反応法（Reverse Transcriptase RT）を行い、
ｃDNAを作製した。RTの条件は 50℃ 60 min、99℃ 3min で行った。Polymerase 
Chain Reaction (PCR) 反応は定法に従いTable 9 のプライマーとEx Taqポリメラーゼ
（TAKARA）を用いて行った。 
得られたPCR産物を1.5％アガロース（TAKARA）ゲルにて100Vで20分電気泳動 
（Mupid ミニゲル泳動槽(ADVANCE Co,Ltd)）し、エチジウムブロマイド溶液 (10 



















































第1節 マウス培養肝細胞株 IMH2 を用いた in vitro実験系 
 
① 試薬 
Mangiferin (from Mangifera indica bark)、(-)-epicatechin、(-)-epigallocatechinは




マウス培養肝細胞株は温度感受性突然変異株 SV40 TAｇ遺伝子（temperature- 
sensitive large T-antigen gene）を導入したH-2Kb-tsA58トランスジェニックマウス
より樹立された培養肝細胞株である IMH2 を用いた。 細胞培地は ASF 培地 104
（Ajinomoto Helth Supply）を用い、5% Foetal Bovine Serum (FBS, GIBCO BRL)
 61 
を添加した。 培養（増殖）は33℃ 5％ CO2の条件で、実験は37℃ 5％ CO2の条
件で行った。継代は0.25％ trypsin-0.02% EDTA solution（Sigma Aldrich）を用い、
2～3日毎に行った。 
 
③ MTT Assay 
IMH2を5×103 cells/wellずつ、96穴細胞培養用マイクロテストプレートに播種し、
24 時間後にSRED添加培地へ培地交換し、3 日間培養した。 培地に添加したSRED
溶液はSREDをdimethyl sulphoxide（DMSO）に溶解後、0.20 μｍ径フィルタ  ー
(sartorius minisart RC15)で濾過滅菌したものを用いた。 培養後、Cell Counting 
Kit-HS (DOJINDO ) 試薬を培地の1/10量添加し、33℃ 5% CO2 存在下で2 時間




④ FBP mRNA量の定量 
IMH2を3×103 cells/wellずつ、60 mm細胞培養用ディッシュに播種し、72時間後
80％コンフルントの細胞に、SRED溶液を添加した無血清培地（終濃度1 μg/ml）へ
交換した。37℃ 5% CO2 存在下で 4 時間静置し、PBS溶液で洗浄後にTRIZOL 
Reagent試薬を用いてtotal RNAを抽出した。total RNA抽出液中に含まれている
DNAを除去するため、DNase処理を行った。次に、total RNA抽出液1 μgをOligo (dT)
及び逆転写酵素で逆転写酵素反応法（RT）を行い、ｃDNAを作製した。RTの条件は
50℃ 60 min、99℃ 3 min で行った。PCR反応は定法に従い以下のプライマーとLa
Taqポリメラーゼ（TAKARA）を用いて行った。得られたPCR産物を3.5％アガロー
ス（nusieve GTG Agarose CAMBREX）ゲルにて100Vで20分電気泳動（Mupidミ
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ニゲル泳動槽 (ADVANCE Co,Ltd)）した後、上記と同様の操作を行いFBP mRNA
量を解析した。 
 
FBP foward  5´-AACGGATATCAGCACCCTGAC- 3´ 
    reverse 5´-ACCATAGAGCTGTGCGATGC- 3´ 
 
⑤  FBP 遺伝子発現量の調節機構 
IMH2を3×103 cells/wellずつ、60 mm細胞培養用ディッシュに播種し、72時間
後80％コンフルントの細胞にRNA合成阻害剤でるアクチノマイシンD (Act D, 終濃
度2.5 μg/ml)またはタンパク質合成阻害剤であるシクロヘキシミド（CFX, 終濃度5 
μg/ml）を添加した無血清培地に交換し、37℃ 5% CO2 存在下で 1 時間静置した。
Act Dを作用させた細胞には、SRED（終濃度1 μg/ml）とAct D (終濃度2.5 μg/ml) を、
CHXを作用させた細胞にはSRED（終濃度1 μg/ml）とCHX（終濃度5 μg/ml）を、






後 80％コンフルントの細胞にmangiferin (SIGMA), (-)-epicatechin (SGMA), 
(-)-epigallocatechin (SIGMA) (各々終濃度 1×10-10M)を添加した無血清培地に交換




IMH2を3×103 cells/wellずつ、60 mm細胞培養用ディッシュに播種し、72時 
間後80％コンフルントの細胞にmangiferin (終濃度1×10-12 M～1×10-9 M)を添加し











































に分け、各飼料を各 9々週間摂取させた。飼料の詳しい組成をTable 13に示した。 

































スC2-テストワコ （ー和光純薬 (株)）、トリグリセリド濃度はTG E-テストワコ  ー (和
光純薬 (株)）、遊離脂肪酸濃度はNEFA C-テストワコー分析キット （和光純薬 (株)）、




で固定後、オイルレッド O 溶液で染色した。 染色は、各サンプルを純水で洗浄(30
秒)し、60%イソプロパノールを浸透（1分）させ、オイルレッドO染色液で染色（37℃ 
15分）後、60%イソプロパノールで分別（2分）し、純水で洗浄（3分）した。細胞




統計処理はソフトウェアパケージSPSS version 9.0 for Windows (SPSS Japan 
Inc.) を用いて行った。実験によって得られた数値は平均値 ± SDで示した。2群間の
有意差検定はStudent，t-testを用いた。検定は危険率5％未満を有意とした。 有意差




















Oral Glucose Tolerance Test）を行った。糖負荷試験は16時間の絶食後、SREまた
は純水を200 μl経口投与した後に、体重1 kg当り2 gのグルコース (和光純薬 (株)) 








③  血中パラメーターの定量 








DNAマイクロアレイはAffymetrix 社製のGeneChip Murine Genome U74A ア
レイを購入した。 実験操作は、Invitrogen 社製 Life Technologies Super Script 
Choice System (18090-019)、Affymetrix 社製 GeneChip Sample Cleanup Module、
Affymetrix 社製 Enzo Bio Array High Yield RNA Transcript Labelling Kitを用い
た。 
 
② total RNAの抽出 
total RNAの抽出は「manufactureer’s instructions」に従って行った。3週間の飼
育終了後にマウスを 12 時間絶食させ、頚椎脱臼法にて屠殺後、肝臓を摘出した。肝
臓0.05gを秤量後2.0 ml Microcentrifuge Tubeに採りTRIZOL Reagent 750 μlとと
もにホモゲナイズ（マイクロテック･ニチオン PHYSCOTRON NS－350D (株)）し





③  DNAマイクロアレイ解析 
    実験は、Affymetrix社の「Protocol for GeneChip Expression Analysis」に従って
行った。6匹のマウスの肝臓から抽出した同量のtotal RNAを混和し、RNA量とし
て 10 μgを実験に共した。T7-(dT)24プライマーで逆転写した後、「Invitrogen 
Superscript Choice System」を用いて2本鎖ｃDNAを作製した。次に、ビオチン
ラベル化ｃRNAを合成した後に断片化した。断片化ｃRNAをハイブリダイゼーシ
ョンした後、洗浄、染色を施し、画像をAffymetrix社の「Microarray Suite 5.0 
software」を用いて解析した。「Microarray Suite 5.0 software」の解析結果を基に、
「National Institute of Allergy and Infectious Disease (NIAID)」「Database for 
Annotation, Visualization, an Integrated Discovery (DAVID)」の「Expressio 
analysis systemic explorer (EASE)」による統計解析を行った。 解析結果の「EASE 
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